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図 1.  AGAOの触媒反応機構 
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【背景】 
タンパク質は生体内で種々の生命現象に直接関与する生体高分子である．それらは機能を発揮
するために特有の構造を持っている．そのため，タンパク質の機能メカニズムを理解するために，
反応に伴う活性部位近傍の残基の化学的変化や構造変化を解析することは重要である．著者は，
構造学的な観点から反応機構を明らかにするため，酵素反応の四次元構造解析を行った． 
本研究では土壌細菌 Arthrobacter globiformis由来フェニルエチルアミン酸化酵素 (AGAO) を用
いた．本酵素は代謝に関与し，基質 (2-フェニルエチルアミン，PEA) を対応する生成物 (フェニ
アルアセトアルデヒド，HY1) およびアンモニアに変換する酵素である．また，638アミノ酸残基
の分子量 7 万のサブユニットから成るホモダイマー構造を有し，活性部位に Type II 銅およびト
パキノン (TPQ) が存在する．TPQは DNA中では特定のチロシン残基 (Tyr 382) としてコードさ
れ，翻訳後修飾により生成するビルトイン型酵素であり，本酵素で初めて同定された．そのため，
本酵素の触媒反応機構の詳細な解明することは特殊な活性発現様式やタンパク質の多様な化学反
応に対する触媒機構の様式を理解する上でも必要不可欠であるとともに，シグナル伝達やホルモ
ン生合成など他の同種酵素を用いた研究への応用に繋がる知見が得られると期待される． 
本酵素の触媒反応は，TPQが PEAと結合し HY1へと変換する還元的半反応，および，引き続
き還元型 TPQの再酸化によりター
ンオーバーする酸化的半反応の二つ
のステップから成る (図 1)．これま
で各生物種由来の酵素および変異体
において銅含有アミン酸化酵素の基
質複合体や阻害剤の研究が行われて
きたが，野生型酵素での TPQ活性部 
位である C-5位と基質との完全な複
合体の構造は明らかになってはおら
ず，触媒反応機構の詳細について解
明するには至っていない．そこで，
本研究では真の基質である PEA を導入した野生型のホロ型 AGAO 結晶を用いて酵素反応中間体
の構造解析を行った．なお，本実験では，酵素反応が完結しさらに複数回回転しないようにする
ために嫌気条件下で反応を進めた．また，結晶中への基質の拡散により反応の同期を取った． 
図 2.  各反応中間体結晶の紫外可視吸収スペクトル 
図 3.  還元的半反応中間体のスナップショット 
【実験・結果】 
大腸菌発現系により得たアポ型 AGAOを金属イオン非存在下で単離精製し，2価銅イオンを導
入して TPQ を含むホロ型 AGAO を得た．その後，グローブボックス内を窒素置換し，嫌気条件
下においてホロ型 AGAO濃度 10.0 mg/mL，結晶化溶液 (25 mM HEPES (pH6.8)，1.05 M 酒石酸ナ
トリウムカリウム) でミクロ透析法により結晶化させた．こうして得られた結晶を抗凍結剤 (45% 
(v/v) グリセロール) を含む結晶化溶液に浸漬した．その後，この結晶を基質である PEAを含む溶
液に浸漬して触媒反応を開始し，液体窒素温度で凍結させることにより反応をトラップした．こ
の基質溶液への浸漬時間を変化させることで，種々の反応中間体の結晶を調製した． 
各反応中間体結晶をもとに，顕微分光測定を
行った(図 2)．結晶は液体窒素温度下で低温トラ
ップすることによって酵素反応を停止させてい
るため，測定は 100 Kの窒素気流下で行った．
また，ブランクは空気パスを用いた．得られた
スペクトルと各化学種の算出スペクトルを比較
した結果，結晶中では 2-60分の間で還元的半反
応が進むことが分かった．これは，溶液中での
反応時間の~6.0 × 104 倍であった． 
続いて，SPring-8 BL38B1, BL44B2で X線回折
実験を行った結果，Michaelis complex，基質シッ
フ塩基，生成物シッフ塩基，AGAO/HY1複合体
の 4 種類の反応中間体構造の決定に成功した (図 3)．構造の重ね合わせから，活性部位近傍にお
いて TPQなどのアミノ酸残基や水分子の配置に変化を見出した．これは，一部報告されていた変
異体を用いた酵素の反応中間体
の構造と相違が見られた．また，
AGAO/HY1 複合体結晶に酸素
のプローブとしてキセノンを導
入した Xe-AGAO/HY1複合体の
構造を決定した (図 3)．これに
より，酸化的半反応の第一ステ
ップとして，AGAO内部を通り
活性部位近傍に供給された酸素
分子が銅イオンを最初に酸化す
るということが構造学的な観点
から示唆された．さらに，サブ
ユニット間で反応の進度が異なることが分かり，これが分子パッキングにより基質チャネル内外
の構造に差異が生まれ，活性部位への基質の到達に影響が出るためだと考えられた． 
本結果は，野生型酵素を用いて時間分割的な反応中間体の構造変化を追跡することで真実によ
り近い反応機構の解明に繋がったただけでなく，触媒反応が酵素全体により協調的に制御されて
いることを理解するための知見が得られた． 
